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TÍTULO:  APLICACIÓN  DE  MÉTODOS  MOLECURALES  A  LA  DETECCIÓN  Y  TIPIFICACIÓN  DE 
PATÓGENOS ALIMENTARIOS 
RESUMEN: Los riesgos microbiológicos y las enfermedades de transmisión alimentaria son un 
problema de  salud pública cada vez mayor. En muchos países  se han  registrado durante  los 




normas  microbiológicas  vigentes.  Para  ello  se  analizó  la  presencia  de  aerobios  mesófilos, 
Salmonella  sp., Escherichia  coli  y Arcobacter  sp. en un  total de 7 muestras de  carne picada 
adquiridas en mercados municipales de la provincia de Valencia, mediante métodos culturales 




higiene  en  la manipulación  de  la  carne  o  en  el  lugar  de  la  compra.  En  cambio,  se  obtuvo 
resultados negativos para el género Arcobacter, tanto por método de cultivo como por PCR, lo 
que indica que dicha carne no estaba contaminada por este patógeno emergente. Además se 
estudió  la  sensibilidad  a  antimicrobianos  en  Escherichia  coli  mediante  el  método  del 
antibiograma  disco‐placa  obteniendo  como  resultado  multiresistencia  a  varios  de  los 
antibióticos  utilizados,  lo  que  implica  un  posible  abuso  en  la  utilización  de  antibióticos  en 
producción animal, indicando la necesidad de disminuir su uso en dicho ámbito. 
Palabras  clave:  carne  picada  de  cerdo,  carne  picada  de  ternera,  aerobios  mesófilos, 




problem.  In  recent  decades,  significant  increases  in  the  incidence  of  diseases  caused  by 
microorganisms  which  are  mainly  food‐  and  water‐borne  have  been  recorded  in  many 
countries. The aim of  this paper  is  to determine  the microbiological quality of  food samples 
present  on  the  market,  specifically  minced  beef  and  pork,  taking  into  account  the 
microbiological  standards  currently  in  force.  For  this  purpose,  the  presence  of mesophilic 
aerobic micro‐organisms, Salmonella sp., Escherichia coli, and Arcobacter sp. was analyzed in a 
total of 7 samples of minced meat purchased in municipal markets in the province of Valencia, 
using  conventional  cultural  and  molecular  methods,  namely  the  PCR  (Polymerase  Chain 
Reaction) technique for Salmonella and Arcobacter. The findings obtained showed high values 
in counts of mesophilic aerobic micro‐organisms as well as three positive results for Salmonella 
and  two  for Escherichia coli  in  the seven samples analyzed  in  the  laboratory,  indicating poor 
hygiene  in  the handling of  the meat or  in  the place of purchase. However, negative  results 
were  obtained  for  the  Arcobacter  genus,  both  by  culture  method  and  by  PCR  method, 
indicating  that  the  mentioned  meat  was  not  contaminated  by  this  emerging  pathogen. 
Furthermore, the sensitivity to antimicrobials was studied  in Escherichia coli by means of the 
antibiogram  disc‐plate  method,  obtaining  as  a  result  multi‐resistance  to  several  of  the 
antibiotics used, which  implies a possible abuse  in the use of antibiotics  in animal production 
and indicates the need to reduce their use in this area. 








































































































































































































































proporcionado principalmente por su  riqueza proteica, es por eso que su  industria es de  las 
más  importantes en el  sector alimentario. Sin embargo,  la carne es un alimento perecedero 
debido  a  sus  características de  composición, pH  y  actividad de  agua  (aw),  constituyendo un 
medio idóneo para el crecimiento de microorganismos (Pascual y Calderón, 2000). Por eso, un 




cocinado de  la misma. Normalmente  las  intoxicaciones por estos productos son debidas a un 
consumo  inadecuando  de  la  carne  cruda,  insuficientemente  cocinada  o  por  la  posterior 




músculo  (1 microorganismo/gramo  aprox.)  procedente,  generalmente,  del  intestino  siendo 
transportada al músculo por la sangre. En la parte superficial de  la carne encontramos mayor 
contaminación microbiana, especialmente en  la canal, ya que se trata de  la parte de  la carne 
expuesta al ambiente del matadero y depende, en gran medida, de las condiciones higiénicas 
de  manipulación.  Después  de  la  contaminación  debida  al  sacrificio,  ésta  continúa  en  los 
procesos  de  desuello,  evisceración  y  despiece  provocada  por  la  gran  facilidad  de 
contaminación  por microorganismos  procedentes  del  intestino,  suelo,  ambiente  o  personas 
que manipulan las canales o piezas de carne. 
A continuación, debido a  la refrigeración de  la carne, puede aparecer contaminación cruzada 




Principalmente,  la  contaminación  microbiana  que  habitualmente  se  encuentra  en  carne 
pertenecen a los géneros  Pseudomonas, Achromobacter, Streptococcus, Micrococcus, Sarcina, 
Leuconostoc,  Flavobacterium,  Proteus,  Escherichia,  Bacillus,  Clostridium,  Chromobacterium, 
Streptomyces,  levaduras  (Saccharomyces,  Rhodotorula,  Candida),  mohos  (Sporotricum, 
Cladosporium, Mucor, Geotricum, Penicillium, Alternaria, Monilia, Aspergillus, Thamnidium) y 
microorganismos  que  provocan  enfermedades  como  salmonelosis  (Salmonella),  brucelosis 
(Brucella),  carbunco  (Bacillus  anthracis)  o  tularemia  (Pasteurella  tularensis)  (Pascual  y 
Calderón, 2000). 
1.2. Factores que afectan al crecimiento de la microbiota inicial 
Los principales  factores que  influyen en el crecimiento de  los microorganismos en  las carnes 
son la actividad de agua (aw), el potencial de óxido‐reducción, el pH y la temperatura. 
La actividad de agua  (aw) en  carne  fresca es de 0,98‐0,99,  siendo valores  favorables para  la 
multiplicación  de  todas  las  especies microbianas,  ya  que  cuanta mayor  actividad  de  agua, 
mayor  desarrollo  microbiano  hay.  En  cuanto  al  potencial  de  óxido‐reducción  (Eh), 
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inmediatamente  después  de  la muerte  del  animal,  el músculo  todavía  tiene  en  su  interior 
reservas de oxígeno que hacen que el Eh sea positivo y elevado, lo que favorece el crecimiento 
de los microorganismos aerobios. Después, las reservas de oxígeno se agotan y el Eh profundo 
disminuye  y  se  hace  negativo,  favoreciendo  ahora  a  los microorganismos  anaerobios  de  la 
putrefacción. El pH también influye en el crecimiento microbiano, ya que al descender el pH de 
la  carne  después  de  la  muerte  del  animal,  baja  la  velocidad  del  crecimiento  de  los 
microorganismos. Por último, un  factor muy  importante es  la  temperatura, ya que a menor 
temperatura  se  producirá  menor  crecimiento  microbiano,  por  eso  la  carne  debe  ser 
inmediatamente  conservada  a  bajas  temperaturas  para  evitar  su  mayor  contaminación 
(Bourgeois  y  col.,  1994).  Al  refrigerar  la  carne  se  consigue  inhibir  el  desarrollo  de  los 
microorganismos  en  general,  exceptuando  la  microbiota  psicrófila  y  algunos  mohos  y 
levaduras  que  soportan  las  bajas  temperaturas.  En  cambio,  con  la  congelación  se  consigue 
destruir  algunas  bacterias  e  inhibir  el  crecimiento  de  otras.  Éste  método  no  asegura  la 













debidamente  picada,  que  no  ha  sufrido  ni  la  acción  del  calor,  ni  la  maduración,  ni  la 
maceración.  Además  en  dicho  producto  no  se  admitirán  otros  ingredientes  facultativos  ni 
aditivos y deberá tener las características organolépticas adecuadas (B.O.E.21.01.1986). 
En  cuanto  a  la  contaminación microbiana  producida  en  la  carne  picada,  es mucho mayor 
debido a que, durante el picado de  la carne, se  liberan  los constituyente y  líquidos celulares 
proporcionando una  fuente nutritiva óptima para  los microorganismos. Además, aumenta el 
área superficial de  la carne por  lo que  los microorganismos tienen facilidad para disponer del 
oxígeno y se origina un crecimiento de los mismos por toda la superficie de la carne. 
La  población  microbiana  alterativa  se  compone  fundamentalmente  de  micrococáceas, 
bacterias lácticas, Brochothrix thermosphacta, psicrótrofos y enterobacterias, responsables de 
una  serie  de  cambios  no  deseables  en  dicho  producto.  El  tipo  de microorganismo  varía  en 





En  general  los  recuentos microbianos  de  la  carne  picada  comercial  son  de  10  a  100  veces 
mayores  que  los  que  se  obtienen  de  las  correspondientes  piezas  enteras.  El  desarrollo 
dependerá del producto cárnico y de  los envases que rodeen a dicho producto, ya que si se 





Según  la Orden, de  14 de  Enero de  1986, por  la que  se  aprueba  la norma de  calidad para 
carnes picadas de vacuno, ovino y porcino destinadas el mercado  interior  (B.O.E.21.01.1986) 





con  espátula  o  instrumentos  dedicados  exclusivamente  a  dicha  función,  que  impida  el 
contacto manual y que sea de fácil limpieza (B.O.E.21.01.1986). 
Una  buena  higiene  significa  obtener  un  buen  resultado  respecto  a  la  ausencia  de 
microorganismos  no  deseables  para  dicho  producto.  En  las  normas  microbiológicas  para 
canales  bovinos  y  porcinos  se  hace  referencia    a  la  determinación  de  los microorganismos 
Salmonella,  Enterobacteriaceae  y  aerobios mesófilos mediante  el  uso  de  la  norma  ISO más 
actual. Parecidas son las determinaciones que se realizan a la carne picada de ternera y cerdo 
(tabla  1),  utilizadas  en  este  trabajo,  ya  que  las  normas  microbiológicas  indican  la 
obligatoriedad de determinar, mediante las normas ISO vigentes, Salmonella, colonias aerobias 
y  E.coli.  Los  resultados  en  los  análisis  se  compararán  con  los  criterios microbiológicos  para 
poder interpretar los resultados y clasificar el producto como satisfactorio o insatisfactorio (en 





Parámetro  Salmonella  Recuento de colonias aerobias  E.coli 
Método de 
















































(UFC)  o  número más  probable  (NMP)  sobre  gramo  o mililitro  de  alimento; M=  es  una  cantidad  de 




referencia  las normas ISO y  las directrices del Codex Alimentarius, sabiendo que  la frecuencia 
de  muestreo  para  el  análisis  microbiológico  de  carne  picada  en  los  mataderos  o 
establecimientos donde la produzcan se realizará al menos una vez por semana, cambiando el 
día de  la  toma de muestra  cada  semana, exceptuando  casos en  los que  se podrá  reducir  la 
frecuencia de muestreo por determinadas condiciones (SEM, 2014).  
4.1. Aerobios mesófilos 
Son  un  conjunto  de  microorganismos  que  son  capaces  de  multiplicarse  en  aerobiosis  a 
temperaturas  comprendidas entre 25ºC  y 40ºC.  Se pueden  identificar después de  incubar a 










de  microorganismos  que  representen  un  número  muy  escaso  dentro  de  la  población 
bacteriana  total. Además no  existe una  relación  íntima  entre  el  alto número de microbiota 
total  y  la  presencia  de microorganismos  patógenos,  ya  que  puede  que  la mayoría  sean  no 
patógenos. 
Con  el  recuento  de microorganismos  aerobios mesófilos  podemos  conocer,  en  conjunto,  la 
calidad  microbiológica  de  los  alimentos  en  los  que  realizamos  dicho  procedimiento,  sin 
relacionarla  con  la  presencia  directa  de  microorganismos  patógenos,  ya  que  estos  deben 
determinarse  de  forma  directa  con  métodos  específicos  para  conocer  la  peligrosidad  o 
inocuidad de dichos alimentos. En cambio, hay microorganismos no patógenos encontrados en 
los  recuentos  totales  que,  en  grandes  cantidades,  pueden  ocasionar  enfermedades.  Este 
puede ser el caso de Pseudomonas, Proteus, Bacillus, etc. 
En  cualquier  caso,  un  alimento  en  el  cual  el  recuento  total  haya  salido  elevado,  debe  ser 
considerado un alimento  impropio para el consumo humano  (Pascual Anderson, 1989),  tal y 
como  se  especifica  en  las  normas microbiológicas  de  carne  picada,  clasificando  al  alimento 
como insatisfactorio. Altos recuentos microbianos pueden significar que la materia prima esté 
excesivamente  contaminada  o  que  haya  deficientes  métodos  de  manipulación  durante  la 
elaboración  de  los  productos.  Además  cabe  la  posibilidad  de  tratarse  de microorganismos 




cuando  tratamos  con  productos  fermentados,  ya  que  estos  productos  contienen  cifras 
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elevadas de microorganismos que son  imprescindibles en  la  fermentación y  forman parte de 
















somático  de  naturaleza  polisacárida  (O),  flagelar  (H)  y  capsular  (K).  En  la  actualidad  estos 
antígenos son de aplicación en el sistema O:H, donde los serogrupos principales se definen por 
los  antígenos O  y  después  se  subdividen  en  serovariedades  en  base  a  los  antígenos H.  Las 










reacciones  funcionan  mejor  a  44ºC  que  a  37ºC.  Además  los  resultados  pueden  verse 




manifestado  como  ureasa  positiva.  También  ocurre  con  el  SH2,  encontrando  resultados 
positivos en vez de negativos, siendo este último caso  lo normal. Pasa  lo mismo con  la beta 
galactosidasa,  obteniendo  en  algunas  cepas  involucradas  en  enteritis  resultados  negativos, 
siendo lo normal resultados positivos (Pascual Anderson, 1989). 
Para E.coli  suele utilizarse un grupo  importante de pruebas  llamadas en  su  conjunto  IMViC. 
Estas  pruebas  se  utilizan  para  ensayar  la  capacidad  para  producir  indol  del  triptófano  (I), 
producir el ácido suficiente para disminuir el pH del medio por debajo de 4,4, punto de viraje 






Las  cepas  de  E.coli  que  causan  enfermedades  diarreicas  se  clasifican  en  grupos  específicos 
dependiendo  de  las  propiedades  de  virulencia,  los  mecanismos  de  patogenicidad,  los 





grave parecido al  cólera,  con heces acuosas  sin  sangre ni moco, dolores de estómago y 
vómito. Dicha enfermedad suele durar de 2 a 3 días, aunque en países en desarrollo causa 







con pérdida  excesiva del  líquido  y  electrolitos  en  el  intestino,  en  cambio  las  toxinas  ST 
tienen un poder antigénico escaso o nulo (Pascual Anderson, 1989).  
o E.coli enteroinvasor (EIEC): 
La enfermedad origina  síntomas gastrointestinales parecidos a  las de una  shigelosis. Los 
signos clínicos más  relevantes  son:  fiebre, dolores abdominales  intensos, malestar y con 

































La  contaminación  fecal  de  las  redes  de  abastecimiento  de  agua  y  los  manipuladores  de 
alimentos contaminados han sido la causa de brotes de enfermedad causados por EPEC, EIEC y 
ETEC. Han sido  implicados alimentos como  las hortalizas o  la ensalada de patatas. Los brotes 





Alemania y Francia asociado al consumo de  semillas germinadas, por  la cepa O104:H4  (BES, 
2013).  
En el BES se notificó durante el periodo transcurrido entre las semanas 40 y 52 del año 2013, 









consumidor.  Así mismo,  el  almacenamiento  y  la  cocción  adecuados  ayudan  a  prevenir  las 







peritricos.  Se  trata  de  una  bacteria  aerobia  facultativa.  El  género  Salmonella  fue  creado 
definitivamente  en  1900  por  Lignières  y  se  le  denominó  así  en  honor  de  D.E.  Salmon,  el 
patólogo veterinario americano que describió por primera vez Salmonella cholerae‐suis. 
Salmonella  tiene origen  intestinal  (fuera del  tracto  intestinal pueden vivir  largos periodos de 
tiempo)  y  su  reservorio  es  la  población  animal  (Adams  y Moss,  1997),  tanto  en  animales 
domésticos  como  en  salvajes  de  diverso  tipo,  incluidos  porcinos,  aves  de  corral,  bovinos, 
roedores y otros como  iguanas, tortugas, perros y gatos y también el hombre (BES, 2009). Al 




diversas  zonas,  contaminando  locales,  materiales  de  la  industria,  lugares  de  restauración 











Antígenos somático  (O): son  los antígenos de  la pared bacteriana, de naturaleza polisacárida 
(Parra y col., 2002). Además son termoestables, estables al alcohol y su aglutinabilidad se ve 
afectada  por  la  acción  del  formol  al  5  por  mil. Intervienen  en  el  poder  patógeno  del 
microorganismo y aglutinan con sus anticuerpos homólogos. La aglutinación que se produce es 
lenta, fina y granular  (Pascual Anderson, 1989).  
Antígenos  flagelares  (H):  son  antígenos  constituidos  por  una  proteína,  la  flagelina,  cuya 
composición en aminoácidos es constante para un tipo antigénico determinado. Depende de 
dos genes estructurales, que corresponden a la fase 1 y a la fase 2. La mayoría de las cepas del 
género Salmonella pueden expresar  las dos especificidades de  su antígeno H  (difásicos),  sin 
embargo,  existen  algunas que pueden  expresar  solamente una  sola,  ya  sea  la uno o  la dos 
(monofásicas)  (Parra  y  col.,  2002).  Además  son  termolábiles  e  inestables  al  alcohol  y  su 
aglutinabilidad no se  inhibe por  la acción del formol al 5 por mil. No  intervienen en el poder 
patógeno de  Salmonella  y aglutinan  con  sus anticuerpos  correspondientes de  forma  rápida, 
dando lugar a flóculos grandes que se disgregan fácilmente. 
Antígenos Vi: son antígenos que  rodean  la pared bacteriana, aunque dichos antígenos no se 
encuentran en  todos  los serotipos de Salmonella. Su presencia  impide  la aglutinación de  los 





Los  factores  que  influyen  en  la multiplicación  de  Salmonella  son  la  temperatura,  el  pH,  la 
actividad de agua (aw) y los nutrientes. 
Temperatura:  Salmonella  puede  crecer  entre  5ºC  y  45ºC,  con  ligeras  variaciones  según  los 
serotipos,  y  la  temperatura  óptima  de  crecimiento  se  encuentra  entre  35ºC  y  37ºC.  Su 
crecimiento a dichas temperaturas también depende del pH y la aw (Pascual, 2005). 
Si aumentamos la temperatura por encima de 60ºC  Salmonella puede ser destruida, mientras 








que  se  encuentre  (Pascual,  2005).  La  muerte  ocurre  cuando  los  límites  extremos  son 
sobrepasados, influyendo la naturaleza del ácido orgánico (ISPCH, 2011). 
Salmonella se desarrolla bien a valores de 0,95 y 0,99 de aw. A valores muy bajos, del orden de 
0,20,  correspondientes a productos deshidratados,  sobreviven  largo  tiempo.  La actividad de 






Salmonella  reduce  los  nitratos  a  nitritos,  degrada  los  glúcidos  fermentativamente,  utiliza  el 
citrato  como  única  fuente  de  carbono,  se  multiplica  en  medios  normales  sin  factores  de 
crecimiento,  realiza  la  fermentación de  la glucosa  con producción de gas  y produce  SH2. En 
cambio no utiliza la lactosa ni la sacarosa  (Bourgeois y col., 1994). Además es catalasa positiva, 









en un número  suficiente para que, al establecerse en el  intestino de éste,  se produzcan  los 
síntomas  característicos  de  la  enfermedad  (Pascual  Anderson,  1989).  Las  enterotoxinas 
producidas  en  el  interior  del  intestino  humano  tienen  un  importante  rol  en  la  enfermedad 
(Forsythe y Hayes, 2002).    
Salmonella  puede  ser  transmitida  entre  animales,  ya  que  los  métodos  de  producción 





el  efecto  depende  de  la  ingestión  de  células  vivas  de  este  microorganismo  en  una  tasa 
suficiente para provocarlo. Esto no  significa que  la  ingestión de una  cantidad de Salmonella 
inferior a la que provoca la enfermedad no tenga efecto, ya que las personas que ingieran esa 
cantidad  son  portadores  de  Salmonella  y,  posteriormente  será  eliminada  por  la  heces.  Los 
serotipos más  frecuentes  en  la  salmonelosis  humana  son:  S.  Typhimurium,  S.  Enteritidis,  S. 
Agona, S. Infantis, S. Heidelberg, S. Panama y S. Newport. 
Salmonella se puede clasificar en varios grupos según sus propiedades patológicas: Salmonella 
patógenas para el hombre productoras de  la  fiebre  tifoidea  (S.Typhi) y  fiebres paratíficas  (S. 
Paratyphi A, B y C), Salmonella patógenas para los animales (S. Abortus Equi, S. Abortus Bovis, 
S.  Gallinarum)  y  Salmonella  sin  huésped  específico,  siendo  estas  últimas  la  mayoría  y 






a  14  días.  Sus  síntomas más  relevantes  son: malestar  general,  fiebre  alta  (40ºC),  diarrea, 
distensión  abdominal  y  manchas  rojas  en  la  piel.  La  tasa  de  mortalidad  en  pacientes  no 
tratados es del 10 por 100, mientras que en el 3 por 100 de los casos se desarrolla un estado 
de portador. 
Gastroenteritis:  su  periodo  de  incubación  está  entre  12  y  24  horas,  aunque  se  puede 
establecer antes y después (6‐72 horas). Los síntomas más relevantes son: nauseas, vómitos, 
dolor  abdominal,  fiebre  de  aparición  brusca  (38‐38,5ºC),  anorexia,  diarrea  repentina,  heces 







Para  los  serotipos  sin  huésped  específico  (Salmonella  no  tifoidea),  responsable  de  la 
gastroenteritis,  la  dosis  mínima  infectante  se  encuentra  en  105‐109  microorganismos  por 
gramo  de  alimento,  dependiendo  del  serotipo  y  su  virulencia,  además  de  la  persona  que 
ingiere dicha cantidad. En cambio, para los serotipos con huésped específico como S. Typhi y S. 
Paratyphi,  la dosis  infectante es más baja, a veces  inferior a 10 gérmenes (Pascual Anderson, 
1989). 
4.3.4. Asociación con los alimentos 




Las  fuentes más  importantes  de  Salmonella  son  los  alimentos  proteicos  de  origen  animal, 




se  añade  otro  problema  en  este  ámbito  como  son  los  productos  que  llegan  al  consumidor 




2011. El descenso  continuado de  casos  (5,4% en  relación a 2010 y 38% en  relación a 2007) 
refleja el resultado de los programas de control de Salmonella implementados por los Estados 




Desde  el  año  2000  al  2008  se  ha  notificado  al  SIM  un  total  de  58.407  infecciones  por 
Salmonella  no  tifoidea  procedentes  de  43  laboratorios  de  microbiología  clínica  de  12 
Comunidades  Autónomas.  En  la  Comunidad  Valenciana  se  notificaron  1.291  casos,  de  los 
cuales  la mayoría  procedían  del  año  2005.  En  47.078  casos  se  notificó  información  sobre 
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Para  proteger  al  hombre  de  la  salmonelosis  se  realizan  controles  como:  inspecciones 
veterinarias, control de roedores e  insectos, evitar  la excesiva manipulación de  los alimentos, 
limpieza  adecuada,  higiene  de  los  operarios,  conservar  los  alimentos  en  refrigeración, 
adquisición de productos con garantía sanitaria, evitar el contacto de productos cocinados con 
productos  crudos,  cocción  correcta de  los alimentos o  refrigeración  rápida de  los alimentos 
(Pascual Anderson, 1989). 
4.4. Arcobacter 
En  las últimas  tres décadas,  se han  identificado gran número de enfermedades emergentes 
que  afectan  al  ser  humano.  Muchas  de  éstas  son  de  origen  zoonótico,  resultado  de  la 
transmisión a humanos de patógenos de otras especies animales (Kershenobich, 2008). Este es 
el caso de Arcobacter¸ un patógeno emergente, asociado a alimentos y de gran importancia en 
salud  pública  (Vandamme  y  De  Ley,  1991).  El  incremento  en  los  datos  de  prevalencia  e 
incidencia  de  casos  asociados  a  esta  bacteria  sugiere  que  posiblemente  la  infección  en 
humanos y animales ha sido subestimada, debido a la carencia de conocimientos al respecto y 

















cultivos  jóvenes  y  de  forma  de  cocoide  o  esférica  en  cultivos  viejos.  Es  una  bacteria  no 
esporulada  y  su  tamaño oscila  entre 0,2  y 0,9  μm de  ancho,  con un  largo de 0,5  y 3,0  μm 
(Vandamme  y  De  Ley,  1991),  aunque  en  aguas  se  han  encontrado  Arcobacters  de mayor 
tamaño (Taylor y col., 1999). Estos bacilos son móviles gracias a un flagelo polar no envainado 




Esta  bacteria  fue  aislada  por  primera  vez  a  partir  de  abortos  de  fetos  bovinos  de manera 
espontánea en 1977 y posteriormente  fue  también aislada a partir de  fetos de cerdo  (Ellis y 
col.,  1978).  La  bacteria  fue  inicialmente  nombrada  como  Campylobacter  aerotolerante  por 
Neill y col.  (Neill y col., 1985), no obstante su nombre  fue cambiado  luego a Campylobacter 
cryaerophila  por  Neill  y  col.  en  1985  (Neill  y  col.,  1979)  y,  finalmente,  Vandamme  y  col. 
(Vandamme y De Ley, 1991), propusieron la creación del género Arcobacter. 
Actualmente, el género  consta de 17 especies  reconocidas: A. nitrofigilis que  fue aislada de  
heces,  tractos  reproductivos y  fetos producto de abortos de muchos animales de granja, así 
como de muestras de leche de vaca que tenían mastitis (Neill y col., 1985); A. skirrowi que fue 
inicialmente  aislada  de muestras  de  heces  de  ovejas  con  diarrea,  productos  de  abortos  en 
cerdos,  fetos bovinos y ovinos, además de encontrarlo en prepucios de  toros  (Patyal y  col., 
2011); A. butzleri   que se aisló de muestras humanas y de animales con diarrea  (Kielbauch y 
col., 1991); A. cryaerophilus   que es  la especie de Arcobacter predominantemente asociada a 











2002  fue  descrita  una  bacteria  autotrófica marina  sulfuro‐oxidante  que  produce  filamentos 
















Las  colonias  de  Arcobacter  usualmente  carecen  de  pigmentos,  todas  las  especies  tienen 
actividad oxidasa, presentan reacción negativa con el rojo de metilo y con el Voges‐Proskauer y 

















los  estudios  iniciales  de  A.  butzleri  sugieren  que  dichas  bacterias muestran  características 
microbiológicas  y  clínicas  similares  a  Campylobacter  jejuni,  pero  están más  asociados  con 
diarrea  persistente  y  acuosa  que  con  la  diarrea  hemorrágica  asociada  con  Campylobacter 
jejuni. 
La  especie  A.  butzleri  y  con menos  frecuencia  A.  cryaerophilus  han  sido  relacionadas  con 
enteritis  y ocasionalmente bacteriemia.  Los  síntomas más  frecuentes de  la  infección por A. 
butzleri son  la diarrea asociada a dolor abdominal, náuseas y vómitos o  fiebre. Los síntomas 
pueden  tener una gran variabilidad en el  tiempo, a partir de dos días hasta varias  semanas. 
Normalmente  administrar  terapias  antimicrobianas  consigue  erradicar  la  infección  en  unos 
pocos días ya que las cepas suelen ser susceptibles a los antibióticos administrados.  
Uno  de  los  principales  problemas  es  que  las  condiciones  óptimas  de  recuperación  de 
Arcobacter  a  partir  de  muestras  clínicas  aún  no  han  sido  determinadas.  Por  lo  que  en 
ocasiones  es  confundido  con  el  género Campylobacter  (Abdelbaqi  y  col.,  2007). Aunque  no 












que  los  alimentos  son  una  de  sus  principales  rutas  de  transmisión  (Patyal  y  col.,  2011), 
planteando que el mal manejo de los alimentos crudos o el consumo de alimentos mal cocidos 
contaminados  (carne,  leche,  marisco,  etc.)  son  la  vía  más  probable  de  transmisión  de 
Arcobacter (Van Driessche y col., 2003). 
Por otro lado, el agua tiene un rol importante en la transmisión de las especies de Arcobacter, 
tanto para  los  animales  como para  los humanos.  Se ha  estimado que  cerca del 63% de  las 
infecciones en humanos  se debe al consumo o contacto con agua contaminada  (Cardoen   y 





Desde  los  años  50  hasta  la  actualidad  no  han  cesado  de  crecer  las  descripciones  de 




de antibióticos para  la salud humana y animal, así como para  la producción ganadera ha  ido 
acompañado  del  desarrollo  de  mecanismos  de  resistencia  por  parte  de  microorganismos 
anteriormente sensibles. El mal uso de estas sustancias ha generado  la pérdida de su eficacia 
(Gimferrer,  2008),  provocando  en  pacientes  especialmente  vulnerables  enfermedades más 
prolongadas  y  aumentos  de  los  casos  de  mortalidad.  Además,  la  actual  falta  de  nuevos 
antimicrobianos  para  reemplazar  los  que  se  vuelven  ineficaces  trae  mayor  urgencia  a  la 
necesidad de proteger la eficacia de los fármacos existentes (OMS, 2014). 
La administración de antibióticos a  los animales permite  la aparición y selección de bacterias 
resistentes  en  la  cadena  alimentaria  y  que  ésta  sería  una  de  las  principales  causas  del 
incremento  de  la  incidencia  de  la  resistencia  a  antimicrobianos  en  humanos.  Sin  embargo, 
también se considera que  la resistencia bacteriana a antimicrobianos se debe al excesivo uso 
de los mismos en humanos (Orden y de la Fuente, 2001). 
La  correlación  existente  entre  el uso de  ciertos  antibióticos para  suplementar  alimentos  en 
animales y el incremento de la resistencia bacteriana a éstos parece ser un hecho comprobado 
(OMS, 2014), ya que este tipo de sustancias se añaden al pienso animal, especialmente a  los 
cerdos y aves de  corral, para el  tratamiento masivo de  las enfermedades  infecciosas y para 
evitar su aparición. Se añaden también al agua para su tratamiento y se pulverizan sobre  los 
cultivos  alimentarios  como  prevención.  La  Organización  de  las  Naciones  Unidas  para  la 
Agricultura  y  la  Alimentación  (FAO),  la Organización Mundial  de  Sanidad  Animal  (OIE)  y  la 
Organización Mundial de  la Salud  (OMS) han estudiado durante años  los problemas de salud 
relacionados  con  el  uso  de  antimicrobianos  en  animales  productores  de  alimentos.  En  la 
investigación  sugieren  realizar  un  uso  prudente  de  los  antimicrobianos,  una  exhaustiva 
vigilancia de su empleo en animales y una formación adecuada de los agricultores (Gimferrer, 
2008). 
Todo  esto  ha  provocado  que  el  estudio  a  la  sensibilidad  de  los  microorganismos  a  los 
antimicrobianos sea una de las funciones más importantes de los laboratorios de microbiología 
clínica. Su realización se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma, cuyo 
principal  objetivo  es  evaluar  en  el  laboratorio  la  respuesta  de  un microorganismo  a  uno  o 
varios antimicrobianos, dando como resultado un factor predictivo de la eficacia clínica (Picazo 
y col.,2000). 
Por  todo  ello,  es  fundamental  obtener  una  visión  amplia  a  nivel  internacional  sobre  el 
problema de  la  resistencia a antibióticos por parte de  los microorganismos. Para  lograrlo  la 
OMS obtiene, de 129 países, datos  sobre dichas  resistencias a determinados antibióticos en 
nueve  bacterias  de  importancia  para  la  salud  pública.  La  mayoría  de  los  datos  recibidos 
provienen de hospitales, aunque la poca representatividad de éstos causa una limitación para 
la interpretación y comparación de los resultados. Los datos recopilados hasta este momento 
indican  los  escasos  conocimientos  que  se  tiene  sobre  el  tema  y  la  falta  de  capacidad  para 
recopilar datos nacionales. Entre  las regiones de  la OMS, se obtiene una mayor colaboración 









diferentes antibióticos. Al  incubar  las placas, de 18 a 24 horas,  los discos aparecen rodeados 
por  una  zona  de  inhibición  del  crecimiento.  La  lectura  de  los  halos  de  inhibición  debe 
interpretarse  como  sensible  (S),  intermedia  (I)  o  resistente  (R)  según  las  categorías 
establecidas por el CLSI. 
La  concentración  de  antibiótico  en  la  interfase  entre  bacterias  en  crecimiento  y  bacterias 
inhibidas  se  conoce  como  concentración  crítica  y  se  aproxima  a  la  concentración mínima 
inhibitoria  (CMI) obtenida por el método de dilución.  Los métodos disco‐placa no permiten 
una  lectura  directa  del  valor  de  la  CMI.  Para  cuantificarla,  hace  falta  haber  contrastado 
previamente el sistema disco‐placa con un gran número de cepas de CMI conocidas que han 
sido previamente determinadas por otros métodos (como los método de dilución). Con esto se 
habrá  conseguido  estandarizar,  para  cada  antimicrobiano,  unos  diámetros  de  inhibición 
(expresados en mm).  
5.1.1. Indicaciones y limitaciones 
El  antibiograma  se  utiliza  cuando  tenemos  una  bacteria  patógena  aislada  y  no  puede 
predecirse  su  sensibilidad.  Además,  es  muy  eficaz  a  la  hora  de  realizar  estudios 
epidemiológicos, ya que el resultado del antibiograma puede ser considerado como el primer 
marcador epidemiológico del que se dispone. El método disco‐placa es fácil de realizar, rápido, 
barato  y  se puede  aplicar  a una  amplia  variedad de bacterias,  fundamentalmente bacterias 








durante el proceso, o no existen  técnicas  lo  suficientemente  sensibles para  su detección. La 
















La  reacción en cadena de  la polimerasa se basa en  la capacidad de  la ADN polimerasa, ADN 
dependiente  y  termoestable,  para  copiar  una  doble  cadena  de  ADN  empleando  ADN 
monocatenario  (molde)  y una pareja de oligonucleótidos,  llamados  iniciadores,  cebadores o 
“primers”  (Saiki  y  col, 1988).  Es posible  la  amplificación  enzimática de millones de  veces  el 
molde  de  ADN  gracias  a  la  repetición  de  tres  ciclos  alternos  de  temperaturas  en  un 
termociclador:  desnaturalización  (separación  de  la  doble  cadena  de  DNA),  acoplamiento 
(unión de  los  iniciadores) y polimerización  (síntesis de  la hebra complementaria mediante  la 
adición de dNTPs por  la enzima Taq polimerasa) (Moreno y col., 2002). Los productos de PCR 
se  detectan  normalmente  por  electroforesis  en  gel  de  agarosa    y  se  visualizan  bajo  la  luz 
ultravioleta (Cha y col., 1993). 
En  la  extracción  del  material  genético  de  los  microorganismos  la  mayoría  de  protocolos 
incorporan  la utilización de  la proteinasa K y  la purificación con fenol‐cloroformo, aunque en 
algunos casos bastaría con el  tratamiento de  la muestra por ebullición para conseguir  la  lisis 
celular (Linton y col. 1996). 
En la práctica, la reacción en cadena de la polimerasa se realiza en un vial de reacción en el que 
se mezclan  los  reactivos,  los  cuales  serían  una muestra  del  ADN  a  amplificar,  iniciadores, 
oligonucleótidos, ADN‐polimerasa, tampón de reacción, magnesio y otros reactivos opcionales. 
Para  realizar  la PCR es necesario disponer de  información sobre  la secuencia del ADN diana, 
con  la  finalidad  de  diseñar  los  oligonucleótidos  que  van  a  ser  utilizados  como  iniciadores 
(Jiménez, 1998). En muchos casos conocer  la secuencia completa del organismo que  interesa 
analizar  es  caro  y  difícil,  de modo  que  se  recurre  a  información  almacenada  en  bancos  de 








para  el  análisis  experimental  subsiguiente  (Jiménez,  1998).  La  capacidad  de  amplificar 
cantidades muy pequeñas de ADN hace que esta  técnica  sea muy útil para  la detección de 
bacterias  presentes  en  números  bajos  en  diferentes muestras  de  alimentos  (Waage  y  col., 
1999), agua (Ash y Fricker, 1996; Waage y col., 1999) y clínicas (Stone y col., 1994). 
Entre  las  desventajas  o  limitaciones  de  la  PCR  se  encuentra  la  necesidad  de  tener 
conocimientos previos de  las secuencias que  flanquean dicho segmento, y que actúan como 
iniciadores de  la  reacción  (Jiménez, 1998). Además,  se  realiza una gran  inversión de  tiempo 
para  los procedimientos de optimización, ya que una  reacción de PCR eficiente  requiere de 
estrategias de planificación y múltiples  intentos. Es esencial obtener  la  combinación óptima 
entre  las temperaturas utilizadas y  los componentes de  la reacción para  llegar a obtener una 
alta eficacia en  la amplificación de  los productos.  Igualmente, es necesario el uso de ácidos 
nucleicos  puros  para  validar  la  especificidad,  así  como  controles  internos  y  externos  para 
mantener  la  calidad.  Todo  este  listado  de  factores  tiene  influencia  importante  en  los 
resultados, ya que previene la aparición de problemas que pudieran comprometer la eficiencia 
del  método,  como  contaminaciones  por  amplificaciones  inespecíficas  generando  falsos 
positivos. Por eso es necesario tomar ciertas medidas de control como  la realización de cada 
fase  de  reacción  en  ambientes  separados,  utilización  de  tubos,  pipetas  y  guantes  estériles 
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distintos  en  cada  una  de  las  áreas  y,  limpieza  y  exposición  a  cada  ambiente  a  radiaciones 










aumentos  significativos  de  la  incidencia  de  enfermedades  provocadas  por microorganismos 
transmitidos principalmente por  los alimentos y el agua y existe una preocupación creciente 
por los riesgos para la salud que plantean los patógenos microbianos en los alimentos. 
La  OMS  y  sus  Estados  Miembros  han  respondido  a  estos  nuevos  desafíos  mediante  el 
reconocimiento de que proteger  la  inocuidad de  los alimentos es una  función esencial de  la 
salud pública. La inocuidad alimentaria debe encararse a lo largo de toda la cadena alimentaria 
mediante medidas basadas en información científica sólida (OMS, 2002). 
En  este  trabajo  se  propone  determinar  la  calidad microbiológica  de muestras  de  alimentos 
presentes en el mercado. Concretamente, se analizarán muestras de carne picada de ternera y 
de cerdo. Para ello plantearemos varios objetivos: 
1. Realizar un muestreo de comercios para el estudio de  la calidad microbiológica de  la 
carne picada. 
2. Determinar  la  contaminación  de microorganismos  indicadores,  así  como  la  posible 
presencia  de  patógenos,  de  acuerdo  con  la  legislación  española  para  este  tipo  de 
productos. 
3. Analizar la presencia de patógenos emergentes, en concreto del género Arcobacter. 











Marzo de 2014  en pequeños  supermercados  y  carnicerías  independientes de  la Comunidad 
Valenciana, concretamente en Valencia, sobre las 9:30 horas de la mañana del mismo día en el 
que  iban  a  ser  realizados  los  análisis,  siendo  refrigeradas  a  4ºC  hasta  su  análisis  en  el 











Muestra 1  Cerdo  10/02/2014  Supermercado A 
Muestra 2  Ternera  10/02/2014  Supermercado A 
Muestra 3  Ternera  17/02/2014  Charcutería B 
Muestra 4  Cerdo  19/02/2014  Supermercado A 
Muestra 5  Ternera  24/02/2014  Supermercado A 
Muestra 6  Ternera  24/02/2014  Supermercado A 
















se  realizaron  diluciones  decimales  seriadas  en  tubos  conteniendo  9 mL  de  agua  destilada 
estéril y se procedió a realizar un recuento en profundidad por duplicado con Agar Plate Count 
(APC, Scharlau 01‐161‐500), incubando  las placas a una temperatura de 37ºC±1ºC durante un 



























estría  en  placas  con  Triptona  Bilis  X‐glucuronido  (Agar  TBX,  Merck  1.16122.0500),  que 
posteriormente fueron incubadas a 37ºC±1ºC durante 24 horas, con el fin de obtener colonias 






las  colonias  sospechosas  y  se  incubaron  posteriormente  a  37ºC±1ºC  durante  24  horas.  Al 
transcurrir las 24 horas, se añadieron los reactivos pertinentes y se observaron los resultados 




2.2.3.  Método  horizontal  para  la  detección  de  Salmonella  spp  (según  la  norma  ISO 
6579:2002) 
Se  tomaron 25 g de muestra y se realizó el mismo procedimiento que en el análisis anterior 








Tras  las  24  horas,  se  tomaron  alícuotas  de  1,5ml  del  tubo  de  Rappaport‐Vassiliadis  para  el 
análisis mediante PCR y a partir de  los medios  líquidos  selectivos de Rappaport‐Vassiliadis y 
Tetrationato Base se sembraron mediante la técnica de triple estría dos placas de Agar‐xilosa‐
lisina‐desoxicolato  (XLD,  Scharlau  01‐211)  y  dos  placas  de Hektoen‐Entero‐Agar  (HE, Merck 
1.11681.0500)  (una placa por  cada medio  líquido  selectivo).  Las placas  se  incubaron a 37ºC 
±1ºC  durante  24  horas.  Posteriormente  se  identificaron  las  colonias  sospechosas  de 
Salmonella  de  las  placas  de  XLD  (colonias  rojas  con  centros  negros)  y  de  las  placas  de HE 





sobre  la  superficie de agar  inclinado y  la parte profunda por picadura y  se  lleva a  incubar a 
37ºC±1ºC  durante  24h.  Pasado  el  tiempo  se  interpretarán  los  resultados  sabiendo  que  los 
cultivos  típicos  de  Salmonella  muestran  la  parte  inclinada  alcalina  roja  (no  utilización  de 
lactosa  y/o  sacarosa)  y  la  parte  profunda  ácida  amarilla  (utilización  de  la  glucosa)  con 













laboratorios  clínicos  ni  en  los  laboratorios  de  alimentos,  por  lo que  se  dificulta  aún más  la 





Arcobacter  Broth  (AB, Oxoid  CM0965)  y  se  homogeneizó  la muestra  en  un  homogenizador 
Stomacher. Del caldo homogeneizado se tomaron 3 alícuotas en 3 tubos Eppendorf de 1,5ml 
para el análisis directo de presencia de Arcobacter sp. por medio de la técnica PCR. 
Posteriormente,  se  añadieron  20ml  de  la muestra  homogeneizada  en  otros  20ml  de  caldo 
selectivo  de  enriquecimiento  AB‐2[CAT]  (Arcobacter  Broth  con  doble  concentración  de 
antibiótico CAT (Oxoid, SR0174E)) (Cefoperazona, anfotericina‐B y teicoplanina) y se incubaron 






Además,  del  enriquecimiento  se  tomaron  100µl  que  fueron  depositados  sobre  un  filtro  de 
membrana estéril de 0,45 µm colocado previamente en condiciones estériles sobre una placa 
de medio de cultivo ASO (Agar Sangre de Oveja), se incubaron durante 45 min a 37ºC±1ºC en 




Tras  la  incubación  de  las  placas  ASO  se  seleccionaron  4  colonias  con morfología  típica  de 
Arcobacter sp por placa. Las colonias de Arcobacter son muy pequeñas, lisas y traslúcidas,  de 





eligió  esta  técnica  por  ser  el  método  más  utilizado  y  aceptado  para  el  estudio  de  la 
sensibilidad,  además  es  uno  de  los métodos  recomendados  por  el  CLSI.  Para  realizar  esta 
determinación es necesario emplear cepas control para supervisar  la exactitud y fiabilidad de 
la metodología. En este trabajo se utilizó como cepa control E.coli CECT 3423. 

































Gentamicina(CN)  10  ≤12  13‐14  ≥15 
Amikacina(AK)  30  ≤14  15‐16  ≥17 
Amoxicilina(AMC)  20/10  ≤13  14‐17  ≥18 
Eritromicina(E)  15  ≤13  14‐22  ≥23 
Ampicilina(AMP)  10  ≤13  14‐16  ≥17 
Ác.nalidíxico(NAL)  30  ≤13  14‐18  ≥19 
Cloranfenicol(C)  30  ≤12  13‐17  ≥18 
Cefalotina(KF)  30  ≤14  15‐17  ≥18 
Ciprofloxacino(CIP)  5  ≤15  16‐20  ≥21 
Ceftriaxona(CRO)  30  ≤13  14‐20  ≥21 
Tetraciclina(TE)  30  ≤14  15‐18  ≥19 




de  la  escala  de MacFarland  en  tubos  con  suero  fisiológico.  A  continuación  se  agitó  en  el 
“vortex” durante 15‐20 segundos y se continuó con  la  inoculación de  las placas. Para ello se 




unos  minutos  y  se  depositaron  los  discos  de  antibióticos  en  las  placas  mediante  un 
dispensador.  A  continuación  se  incubaron  las  placas  invertidas  a  37ºC±1ºC  durante  24h  y 



































El proceso de amplificación  se  realizó en un  termociclador modelo PTC‐100 Peltier Thermal 
Cycler  (MJ Research) según  los ciclos y condiciones de  temperatura y  tiempo descritos en  la 
tabla 7. 
Tabla 7: Condiciones de la PCR para la amplificación 
Ciclos  Temperatura  Tiempo  Reacción 
1  95 º C  10 min  desnaturalización 
  95 º C  30 s  desnaturalización 
35  57 º C  30 s  unión del iniciador 
  72 º C  30 s  extensión 
1  72 º C  10 min  extensión 
 






























Ciclos  Temperatura  Tiempo  Reacción 
1  94 º C  5 min  desnaturalización 
  94 º C  1 min  desnaturalización 
27  61 º C  1 min  unión del iniciador 
  72 º C  1 min  extensión 
























trabajo.  Los  resultados obtenidos en  los  recuentos de aerobios mesófilos de  las muestras 5 
(ternera)  del  mercado  A  y  7  (cerdo)  del  mercado  C  sobrepasan  el  límite  microbiológico 







aerobios mesófilos de  las muestras detectaron un  recuento  aceptable dentro de  los  límites 
microbiológicos  establecidos  para  la  carne  picada  durante  la  vida  útil  del  comercio  del 
producto.  En  cambio,  para  el  mercado  B  se  detectó  un  recuento  satisfactorio  y  para  el 
mercado C el recuento de aeróbios mesófilos obtuvo el peor resultado, siendo  insatisfactoria 
su  valoración,  por  lo  tanto  en  dicho mercado  debe mejorar  la  higiene  de  la  producción  y 
mejorar  la  selección  y/o  el  origen  de  las materias  primas.  Como  conclusión,  el mercado  B 
27 
 
obtuvo  la mejor  calificación  higiénicamente  respecto  al  recuento  de  aeróbios mesófilos,  el 












muestras  analizadas  de  carne  picada,  siendo  un  33,33%  de  resultados  positivos  para  las  3 
muestras de carne picada de cerdo y un 25% para las 4 muestras de carne picada de ternera. 
Resultados parecidos  se obtuvieron en un estudio  realizado en  Jeddah, Arabia Saudi, donde 
apareció un 20% de resultados positivos para E.coli en un total de 20 muestras analizadas de 
carne, en las que se incluye carne de vacuno y de cerdo, adquiridas en hipermercados de dicha 
ciudad.  En  ese mismo  estudió  se  obtuvo  un  40%  de  resultados  positivos  en  las muestras 
tomadas de tiendas de alimentos y un 65% en carnicerías independientes, en ambos casos en 




Una  vez  comparados  los  resultados  obtenidos  con  los  resultados  del  recuento  de  aerobios 













de UFC g o ml Tres tubos 1ml 1:10 
Tres tubos 1ml 
1:100 
Tres tubos 1ml 
1:1000 
M1 Cerdo  0  0 0 <3 
M2 Ternera  0  0 0 <3 
M3 Ternera  3  2 2 210 
M4 Cerdo  3  3 2 1.100 
M5 Ternera  3  0 0 23 
M6 Ternera  2  0 0 9 
M7  Cerdo  3  3 3 >2.400 
 
Los resultados obtenidos de la muestra 3 (ternera) del mercado B, de la muestra 4 (cerdo) del 
mercado  A  y  de  la muestra  7  (cerdo)  del mercado  C  sobrepasan  el  límite microbiológico 
establecido para  la  carne picada  (50 UFC/g). En  cambio,  las muestra 1, 2, 5 y 6  cumplen el 
criterio microbiológico para dicha carne, destacando las muestra 1 (cerdo) y 2 (ternera) como 
los resultados más satisfactorios con <3 UFC/g. 
En  su  conjunto,  para  el  mercado  A,  los  resultados  obtenidos  en  el  NMP  detectaron  un 
recuento  aceptable  dentro  de  los  límites microbiológicos  establecidos  para  la  carne  picada 
durante la vida útil del comercio del producto. En cambio, en el mercado B se superó el límite 
microbiológico establecido (50 UFC/g) y en el mercado C se obtuvo el peor resultado, siendo 









disco‐placa  descrito  en  el  apartado  3.1  de Material  y Métodos,  siendo  estos  los  resultados 
obtenidos, tabla 12. 
Tabla 12: Resultados de las resistencias de los aislados frente a los 12 antibióticos 
Cepas de E.coli Muestra  Resistente  Intermedio 
Aislado 1  M6 (ternera) AMC,E,AMP,NAL, KF,CIP,TE  CRO 
Aislado 2  M7 (cerdo) AMC,E, AMP,TE  KF 
 
El  aislado  1  obtuvo  un  58,33%  de  resistencia  a  los  antibióticos  utilizados,  un  25%  de 









el  aislado  1  (figura  4)  un  25%  a  antibióticos  betalactámicos,  un  16,67%  al  grupo  de  las 
quinolonas y un 8,33% de resistencia a  los macrólidos y anfenicoles. Respecto al aislado 2, se 




provocan  un  riesgo  para  la  salud  pública.  El  Panel  sobre  Riesgos  Biológicos  de  la  EFSA 
(BIOHAZ) publicó en 2011 que  la utilización de antimicrobianos en animales productores de 
alimentos  es  un  factor  de  riesgo  para  la  diseminación  de  cepas  bacterianas  resistentes  a 
betalactámicos de amplio espectro. BIOHAZ  indica como una opción que podría resultar muy 
eficaz eliminar  los  tratamientos con  cefalosporinas en ganadería. Según  las conclusiones del 











2001 a un 35% en 2011, situando a España en uno de  los países de  la UE con  las cifras más 
altas en resistencia de E.coli a dicho antibiótico. Dicha resistencia crea graves problemas a  la 
hora  de  adminitrar  ciprofloxacino  en  infecciones  intestinales  a  causa  de  E.coli  (GACETA 
MÉDICA,  2013).  La  Comisión  del  Codex  Alimentarius  elaboró  un  informe  para  el  uso 
responsable y prudente de  los antimicrobianos en animales productores de alimentos. Estas 
normas  están  recogidas  en  el  Código  internacional  para  el  control  y  la  autorización  de  los 
medicamentos veterinarios CAC/RCP 38‐19993 y el Código de Prácticas para Reducir al Mínimo 
y Contener la Resistencia a los Antimicrobianos CAC/RCP 61/2005 (OMS, 2008). Ciprofloxacino 






estudiados  aparecieron  colonias  sospechosas  de  Salmonella,  que  tras  la  realización  de  la 
prueba bioquímica de confirmación,  tira API, resultaron no pertenecer al género Salmonella, 




porcentaje,  el  3,3%  fueron  positivas  para  carne  de  cerdo,  de  un  total  de  209  muestras, 
mientras  que  el  1,9%  fueron  positivas  para  carne  de  vacuno,  en  un  total  de  210 muestras 
analizadas  (Zhao  y  col., 2001). Asimismo,  en un  estudio  realizado  en Reino Unido  entre  los 
años 2003 y 2005 se obtuvo también un valor muy bajo en la determinación de Salmonella en 
carne roja con tan sólo un 2,4% de resultados positivos de 3959 muestras totales analizadas. 
En dicho estudio  se obtuvo  tan  solo un 1,1% de  resultados positivos para Salmonella en un 




analizadas  (Ha Thai y col., 2012) o en otro estudio  realizado en  Jeddah, Arabia Saudi, donde 
apareció un 45% de resultados positivos para Salmonella en un total de 20 muestras analizadas 
de  carne,  en  la  que  se  incluye  carne  de  vacuno  y  de  cerdo,  adquiridas  en  carnicerías 
independientes  de  dicha  ciudad.  En  ese  mismo  estudió  se  obtuvo  un  25%  de  resultados 
positivos  en  las muestras  tomadas  de  tiendas  de  alimentos  y  un  5%  en  hipermercados,  en 
ambos casos en un total de 20 muestras analizadas (Iyer y col., 2013).  
La ausencia de resultados positivos de Salmonella en dicha determinación puede ser debido a 
que  no  estén  presentes  en  las  muestras,  pero  también  a  la  presencia  de  Salmonella  en 
mínimas  cantidades  en  las muestras,  por  lo  que  ha  sido  imposible  su  detección mediante 
cultivo.  Asimismo  Salmonella  puede  haber  pasado  a  formas  subletales  que  no  han  podido 
recuperarse  a  lo  largo  del  procedimiento  por  diversos  motivos:  contaminación  por  otros 








como después del enriquecimiento. En 3 de  las muestras analizadas,  correspondientes a  las 
muestras 1 (cerdo), 5 (ternera) y 6 (cerdo) obtenidas tras la fase de enriquecimiento, se obtuvo 











Comparando  los  resultados  obtenidos  mediante  el  método  por  cultivo  y  los  obtenidos 
mediante  el  método  de  la  PCR  para  Salmonella,  se  observa  que  los  resultados  positivos 
obtenidos mediante  la  PCR  no  fueron  detectados  anteriormente mediante  el método  por 
cultivo.  Lo mismo  ocurrió  en  un  estudio  realizado  por Adell  y  col.  (2014)    en  el  Centro  de 
Tecnología Animal  (CITAIVIA)  ubicado  en  Segorbe  (Castellón,  España),  donde  los  resultados 
positivos para  la detección de Salmonella en aire mediante métodos microbiológicos clásicos 
fueron  inferiores a  los obtenidos mediante  la PCR.  Los métodos de  cultivo pueden, en gran 
medida, subestimar las poblaciones reales de bacterias patógenas y su amenaza para la salud 
pública  (Chi,  2006),  ya  que  bacterias  viables  han  podido  perder  su  capacidad  de  formar 
colonias  durante  dicho  procedimiento.  Además,  han  podido  aparecer  competencias  entre 
Salmonella y otros microorganismos presentes en el ambiente, cuando ésta se encuentra en 
bajas  concentraciones,  impidiendo así el  cultivo de dicho microorganismo  (Qasem, 2005). El 
límite de detección de la PCR es más bajo que el de las técnicas de cultivo (Alvarez, 1995), por 
lo  tanto  asegura  en  mayor  medida  la  fiabilidad  de  los  resultados.  Además  los  métodos 
moleculares no pueden diferenciar fácilmente entre bacterias viables y no viables, por  lo que 
ADN bacteriano de células muertas de Salmonella también podrían ser detectadas mediante la 
PCR  (Keer,  2003).    Zhao  y  col.  (Zhao  y  col,  2011)  obtuvieron  resultados  similares    con 
Campylobacter en el aire. Estos autores no detectaron Campylobacter en el aire por métodos 
de cultivo tradiciones, pero sí obtuvieron resultados positivos utilizando la PCR. 
Al  observar  los  resultados,  destaca  la  muestra  6,  ya  que  en  dicha  muestra  se  detectó  la 
presencia  de  E.coli  y  posteriormente mediante  PCR,  la  de  Salmonella.  También  destaca  la 









Se  analizó  la  presencia  de  Arcobacter  en  las  7 muestras  de  carne  picada.  En  varias  de  las 
muestras aparecieron colonias sospechosas de pertenecer al género Arcobacter, sin embargo 





obtuvo un 30,2% de  aislamiento de   Arcobacter    en un  total de 106 muestras de  carne de 
vacuno (Shah y col., 2012) o en un trabajo, realizado en España entre el año 2006 y 2008 en la 
Universitat Rovira  i Virgili en Reus, donde  se obtuvieron porcentajes altísimos de  resultados 
positivos  para Arcobacter,  alrededor  de  un  53%  en  carne  de  cerdo  trabajando  sólo  con  17 
muestras y un 31,3 % tras analizar únicamente 16 muestras en carne de vacuno. Son varios los 
factores  que  pueden  afectar  a  las  diferencias  entre  nuestros  resultados  y  los  obtenidos  en 
estos  estudios.  Estas  diferencias  pueden  deberse  a  múltiples  causas,  como  es  el  caso  de 
estudios  llevados  a  cabo  en  diferentes  regiones  geográficas,  con  distintas  condiciones 
higiénicas y utilizando métodos de aislamiento diferentes  (Collado y col., 2009). 





Teniendo  en  cuenta  que  en  este  trabajo  tan  sólo  se  analizaron  4 muestras  de  ternera  y  3 
muestras de cerdo, es posible llegar a la conclusión de que la ausencia de resultados positivos 
mediante dicho método pueda ser debido al bajo número de muestras analizadas, ya que en 
estudios  anteriores  donde  obtuvieron  resultados  positivos  para  Arcobacter  en  este  tipo  de 
carne analizaron un número de muestras muy superior. Además  las 7 muestras analizadas en 































que  los  obtenidos  para  carne  de  cerdo.  En  un  estudio  llevado  a  cabo  con  un  total  de  90 
muestras  en  Japón,  tan  sólo  se  obtuvo  un  2,2%  de  resultados  positivos  para  Arcobacter 




La ausencia de  resultados positivos para Arcobacter en este  trabajo puede estar  relacionada 
con  el  poco  conocimiento  que  aún  se  tiene  de  dicha  bacteria  emergente,  ya  que  en  la 
actualidad  no  existe  ningún método  que  permita  la  detección  e  identificación  de  todas  las 
especies conocidas hasta el momento (Collado y col., 2009). Algunos estudios (Romero y col., 
2002;  Scullion  y  col.,  2006),  indican  una  diversidad  de  especies  potencialmente  nuevas  de 
Arcobacter  lo que aumentaría todavía más  la dificultad para su detección por PCR. De hecho, 
se han dado casos en los que tras conseguir el aislamiento de Arcobacter por cultivo no se han 








ternera  de  venta  al  público  ha  permitido  comprobar  que  el  mercado  B  obtuvo  la  mejor 
calificación  higiénicamente  respecto  a  los  criterios microbiológicos  establecidos  para  dicha 




muestras, pone de manifiesto  la  continua necesidad de  investigar  la presencia de bacterias 
patógenas que puedan constituir un problema para la Salud Pública. 
3. El aislamiento de dos cepas de Escherichia coli y  los valores más elevados de recuentos de 









5.  El  total  de  los  aislados  de  Escherichia  coli  mostraron  multiresistencia  a  los  agentes 






8.  La  técnica de  la PCR ha demostrado  ser mucho más  sensible que  los métodos  culturales 
convencionales,  ya  que  la  presencia  de  Salmonella  fue  detectada  exclusivamente  por  dicha 
técnica sin su anterior determinación por cultivo.  
9.  No  se  consiguió  obtener  ningún  aislamiento  perteneciente  al  género  Arcobacter,  ni  en 
muestras de cerdo ni en muestras de vacuno. Estos resultados fueron confirmados por PCR.  
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Chicken,  Turkey,  Pork,  and  Beef  from  the  Greater  Washington,  D.C.,  Area.  Applied  and 


















2.  Esquema  del  recuento  de  enterobacterias  lactosa  positivo  (coliformes)  y  detección  de 
Escherichia coli (Pascual y Calderón, 2000) 
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3. Esquema del método horizontal para la detección de Salmonella spp (según la norma ISO 
6579:2002) 
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4. Esquema de la Identificación de Arcobacter 
 
